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DESCRIPCION
Cepa de algas modificada y método de acumulacioén de triacilglicerol utilizando dicha cepa
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una cepa de algas modificada en la que la actividad de la proteina CGI-58, o uno
de sus homodlogos, ha sido modificada para permitir la acumulacién de aceite, ventajosamente de triacilglicerol.

Mas precisamente, en una de sus realizaciones preferidas, la expresion del gen CGI-58 se silencia o se atenua. La
presente invencion se refiere ademas a un método de acumulacion de triacilglicerol usando dicha cepa modificada.

Antecedentes

Las diatomeas son un importante filo de la biodiversidad del fitoplancton en los océanos, el agua dulce y en diversos
habitats del suelo. Son responsables de hasta el 25% de la productividad primaria global. El estudio de este grupo
de eucariotas se ha beneficiado de los desarrollos recientes en dos especies, Phaeodactylum tricornutum, un
modelo de diatomeas pennadas y Thalassiosira pseudonana, un modelo de diatomeas marinas céntricas, para el
cual se han realizado intensos esfuerzos para secuenciar sus genomas, definir datos de referencia para estudios de
transcriptoma y proteoma de células enteras y, eventualmente, desarrollar herramientas moleculares para acelerar
los analisis funcionales. Por lo tanto, las herramientas moleculares permiten descifrar el papel de las proteinas
mediante tecnologias de eliminacion de genes (RNAI) y la caracterizacion funcional de las lineas genéticamente
modificadas obtenidas. La disponibilidad de modelos para diatomeas tanto pennadas como céntricas también es
esencial para abordar caracteristicas comunes o especificas de estos dos grupos.

Las diatomeas, como otras microalgas, se consideran una fuente alternativa plausible de hidrocarburos para
reemplazar los combustibles fosiles, con la ventaja de tener un balance neutral de CO,, basado en la hipotesis de
que el CO, y el agua pueden convertirse eficientemente en biomasa por fotosintesis y que el metabolismo del
carbono podria controlarse para que acumulasen el energéticamente rico triacilglicerol (TAG, también llamado
aceite). Se ha centrado la atencion en diferentes organismos fitoplanctonicos del superfilo Chromalevolata por su
capacidad para acumular TAG, con rendimientos iniciales prometedores y una robustez y propiedades fisicas
adecuadas para ser implementadas en procesos industriales, incluyendo P. tricornutum. El P. tricornutum se utiliza
actualmente para la produccion industrial de acidos grasos poliinsaturados omega-3, pero la implementacion
industrial de biocombustibles aun esta limitada por el retraso del crecimiento y el bajo rendimiento en biomasa
cuando la acumulacion de TAG se desencadena utilizando métodos convencionales de inanicién de nutrientes, tal
como la inanicién de nitrégeno. P. tricornutum exhibe propiedades interesantes para una implementacion industrial,
como la capacidad de crecer en ausencia de silicio o la sedimentacién de las células que podria ser util para las
técnicas de cosecha. Por lo tanto, se necesitan avances en ingenieria genética y rendimientos agricolas para
aplicaciones de biocombustibles. Los intentos de promover la acumulacion de TAG pueden basarse en diversas
estrategias que pueden combinarse, incluida la estimulacion de la biosintesis de acidos grasos y TAG, el bloqueo de
vias que desvian el carbono hacia rutas metabdlicas alternativas y, finalmente, la detencion del catabolismo de TAG.

Muchas proteinas se asocian a gotitas de aceite y controlan el almacenamiento o la liberacion del TAG utilizado para
la energia, la biogénesis de la membrana o la sefalizacion. CGI-58 (identificacion de genes comparativo 58), una
proteina del tipo o/f hidrolasa principalmente, es una de estas proteinas de gotas de lipidos implicadas en la
hidrélisis del TAG en mamiferos. En ratones, la reducciéon de CGI-58 indujo un aumento de 4 veces en las células
hepaticas. Existe un homdlogo CGI-58 en las angiospermas y su eliminacién en Arabidopsis condujo a la
acumulacion de gotitas de aceite en los tejidos foliares, que normalmente no almacenan lipidos. En los mamiferos, la
actividad de CGI-58 esta regulada por una proteina llamada perilipina. No se han identificado homdlogos de esta
proteina en las angiospermas. En Arabidopsis, se demostré que CGI-58 interactia con PXA1, un transportador de
acidos grasos en la superficie de los peroxisomas, alimentando la ruta catabolica de la $-oxidacién peroxisomal. Por
lo tanto, CGI-58 aparece como una proteina localizada en la superficie de las gotas de aceite e interactuando con
varias proteinas asociadas de animales a plantas, involucradas en el catabolismo de TAG. La accién de CGI-58
ocurre, por lo tanto, por diferentes mecanismos en diferentes organismos, con parejas proteicas distintas que siguen
a la especie (por ejemplo, perilipina en mamiferos o PXA1 en angiospermas). No se han demostrado las posibles
proteinas asociadas en diatomeas.

Descripcion

La presente invencion se refiere a una cepa de una especie perteneciente al reino Chromalveolata en la que se ha
modificado la actividad de la proteina CGI-58 para permitir la acumulacion de aceite, ventajosamente de
triacilglicerol, en el que la cepa es una cepa genéticamente modificada en la que la expresion del gen CGI-58 se
silencia o se atenua.

Preferiblemente, el organismo protista o la cepa protista pertenece al reino Chromalveolata.

La expresion del gen CGI-58 se atenua o se silencia (por ejemplo, eliminandola).
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Si el gen se silencia, no hay expresion génica ni sintesis de proteina CGI-58.

Si el gen se atenua, la expresion del gen y la sintesis de la proteina CGI-58 disminuyen al menos al 50%,
preferiblemente al menos al 70% y mas preferiblemente al menos al 90%.

Mas preferiblemente, la cepa modificada es, respectivamente, una cepa de diatomeas o una diatomea, aun mas
preferiblemente una diatomea pennada o una cepa de diatomea pennada.

Ventajosamente, la diatomea pennada o la cepa de diatomea pennada es del género Phaeodactylum y, mas
preferiblemente, de la cepa Phaeodactylum tricornutum.

Un ejemplo de la cepa Phaeodactylum tricornutum es la cepa Phaeodactylum tricornutum (Pt1) Bohlin 8.6
CCMP2561 (Coleccion de Cultivo de Fitoplancton Marino, ahora conocida como NCMA: Centro Nacional de Algas
Marinas y Microbiota).

La cepa modificada de acuerdo con la invencién puede acumular o contener al menos 1,5 veces, preferiblemente 4
veces, el contenido de triacilglicerol de la cepa de tipo silvestre correspondiente.

Por "cepa de tipo silvestre correspondiente”, se entiende la cepa, antes de la modificaciéon que apunta a silenciar o
atenuar la actividad de la proteina CGI-58, preferiblemente la expresion del gen CGI-58 (es decir, el organismo o la
cepa no transformada).

De hecho, los inventores han demostrado que los protistas que albergan la construccién de silenciamiento contienen
mas aceite (> que 1,5 veces el aumento). En particular, la invencion permite alcanzar un aumento de 4 veces.
Ademas, también han demostrado que:

- Los protistas que albergan la construccion silenciadora contienen mas aceite en medio de cultivo (tal como ESAW)
que contiene nitrogeno (también llamado "medio enriquecido en nitrégeno”, tal como nitrato de sodio, NaNO3 0,05
g/L 0 0,034 g/L de elemento N) o sin nitrégeno (sin adicion) que las células no transformadas de tipo silvestre;

- Los protistas que albergan la construccion de silenciamiento contienen mas aceite que las células no
transformadas de tipo silvestre;

- Los protistas que albergan la construccion de silenciamiento acumulan petréleo antes que las células no
transformadas de tipo silvestre;

- La acumulacion de aceite ocurre en la fase logaritmica temprana de crecimiento;
- La acumulacioén de aceite no se correlaciona con un retraso del crecimiento.

La presente invencion describe ademas un método de preparacion de un organismo modificado genéticamente o
cepa segun la invencion, que comprende la transformacion de un organismo con un vector que expresa la
construccion de ARNi disefiada para dirigir la expresion del gen CGI-58.

Ventajosamente, el vector se introduce en el organismo por métodos biolisticos (bombardeo de particulas) o
electroporacion.

Después de la transformacion, se seleccionan y cultivan organismos en los que la expresion del gen CGI-58 o
cualquier gen homdlogo del mismo se atenuda o silencia.

La presente invencion describe ademas un método de acumulacion de triacilglicerol en un organismo que pertenece
al reino Chromalveolata, que comprende la etapa de silenciar la expresién de CGI-58 en dicho organismo.

Ventajosamente, en dicho método de acumulacion, el organismo se cultiva en un medio que contiene nitrdgeno o
alternativamente en un medio empobrecido en nitrégeno.

Después de 1 dia (preferiblemente 3 dias) en el medio de cultivo, se recogen los organismos genéticamente
modificados y se recuperan los triacilgliceroles.

La invencién abarca ademas el uso de un organismo modificado genéticamente o una cepa segun la invencion para
la produccion de triacilglicerol(es).

Mas detalles y especificidades de la invencion apareceran en los siguientes ejemplos y figuras.

La Figura 1 describe la estrategia de silenciamiento de CGI-58 de Phaeodactylum tricornutum utilizada en la
invencion. La Figura 1A muestra una representacion esquematica de la construccion hla-CGI-58 utilizada para la
transformacion. La Figura 1B muestra la secuencia completa del vector que alberga la secuencia antisentido de CGI-
58.
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La Figura 2 describe una representacion esquematica de la validacion de la reaccion en cadena de la polimerasa de
la transformacion genética de Phaeodactylum. Las flechas representan los cebadores de PCR utilizados en el
experimento. Los fragmentos amplificados (1800 pb y 700 pb) solo se observan en células transformadas, no en
células no transformadas.

pH4: promotor H4;
AS: fragmento antisentido correspondiente a CGI-58;
Ter: secuencia del terminador.

La Figura 3 describe el cribado de Phaeodactylum tricornutum transformado con el constructo antisentido CGI-58
basado en la intensidad de fluorescencia especifica del Rojo Nilo 1_1, 1_10: lineas expresantes antisentido CGI-58
obtenidas segun la invencion después de la transformacién de la cepa silvestre de P. tricornutum con el vector de
expresion antisentido CGI- 58 obtenido de acuerdo con la "construccién genética para el silenciamiento de CGI-58".

WT: P. tricornutum tipo silvestre.
(+N): medio de cultivo rico en nitrégeno
(-N): medio de cultivo sin nitrégeno.

Figura 4: Crecimiento y acumulacion de cuerpos oleosos en Phaeodactylum tricornutum transformado con la
construccion antisentido CGI-58.

Figura 4A. Curva de crecimiento y acumulaciéon de aceite a lo largo del tiempo. El aceite se determind durante el
crecimiento. Los resultados obtenidos para P. tricornutum que contienen antisentido de CGI-58 son (-m-) en
comparacion con los obtenidos con el tipo silvestre de P. tricornutum (WT) (-¢-).

Figura 4B. Observacion mediante microscopia de la acumulacién de aceite con la sonda de Rojo Nilo.
Ejemplo 1: Transformacion de P. tricornutum silenciando la expresion genética de CGI-58 y la acumulacion de aceite
1. Materiales y métodos

Cepa de Phaeodactylum tricornutum y condiciones de crecimiento. La cepa de Phaeodactylum tricornutum (Pt1)
Bohlin 8.6 CCMP2561 (Coleccion de Cultivo de Fitoplancton Marino, ahora conocido como NCMA: Centro Nacional
de Algas Marinas y Microbiota) se uso en todos los experimentos (Berges JA et al., 2001, J Phycol 37: 1138- 1145).
Pt1 se cultivd a 20°C en un matraz de 250 mL usando medio de agua marina enriquecida (ESAW). Las células se
cultivaron en un ciclo de luz 12:12 (450 pE"'s")/oscuridad. Las células se subcultivaron cada semana inoculando
medio fresco con 1/5 de cultivo previo. El medio pobre en nitrégeno N(-) no contenia ninguna fuente de nitrégeno. El
medio repleto de nitrégeno N(+) contenia 0,05 g/L de NaNOs.

Construccioén genética para el silenciamiento de CGI-58.

El ADN genomico se extrajo de la cepa Pt1 de Phaeodactylum tricornutum usando el siguiente procedimiento: 100
mg de células de Pt frescas se congelaron instantaneamente en nitrogeno liquido y se homogeneizaron en 400 pl de
tampoén de extraccion (Tris-HCI 200 mM, pH 7,5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM); SDS 0,5%, p/v). Después de una
centrifugacion de 5 minutos a 10.000 x g, el sobrenadante se transfiri6 al mismo volumen de isopropanol para
precipitar el ADN. Después de una centrifugacion adicional de 15 minutos a 10.000 x g, el sedimento se lavd con
etanol al 70%, se secd y se solubilizé en agua. La concentracién de ADN se midié usando un espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), y la calidad se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa. Utilizando
ADN gendmico como matriz, se amplificd una secuencia de 436-pb por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con los siguientes cebadores disefiados a partir de XM_002183547 (homdlogo de Pt CGI.58) y llevando
respectivamente los sitios de restriccion EcoRI y Xbal (secuencia subrayada): Pt. CGI-58. AS.F
TCGAATTCTTGCAGGGTCGTCTGATGTA. Pt.CGI-58.AS.R CTAGATCTAGATGGCCCGACTTACTCACT. La PCR
se realizé con un termociclador S1000™ (Bio-rad laboratory inc.) utilizando la polimerasa Phusion High Fidelity
(Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El producto de PCR fue digerido por EcoR | y
Xba |, purificado y clonado en el vector de expresion linealizado.

El vector de expresion utilizado para silenciar se genero a partir del vector antisentido hla (nombre en la publicacion
princeps de De Riso y colaborador: "h" significa promotor H4, "I" para "fragmento largo de este promotor" y "a" para
antisentido desarrollado previamente (De Riso V et al, 2009, Nucleic Acids Res 37: €96), y que alberga una

secuencia informadora de (-glucuronidasa (GUS).

El fragmento GUS 250 pb se escindio de hla con EcoR |y Xba I. La mezcla de ligacién del vector hla escindido lineal
y el fragmento antisentido CGI-38 de 436 pb se transformo luego en DH5a Escherichia coli. Las colonias positivas se
identificaron mediante PCR, y los productos se secuenciaron posteriormente.
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Primer método de transformacion: transformacion biolistica

Los vectores se introdujeron en P. tricornutum mediante bombardeo de microparticulas utilizando un sistema de
suministro de particulas Biolistic PDS-1000/He (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.), como se ha descrito previamente
(Falciatore A et al., 1999, Mar Biotechnol (NY) 1: 239-251), equipado con discos de ruptura de 1.550 psi. Particulas
de tungsteno (M-17) se recubrieron con 1 ug de ADN plasmidico, previamente linealizado por Pvu Il, en presencia de
CaCl, y espermidina. Una hora antes del bombardeo, aproximadamente 5x10” células se extendieron en el centro de
una placa que contenia 20 ml de medio de cultivo solido (medio ESAW, agar 1%). Las placas se colocaron en el
segundo nivel dentro de la camara biolistica para el bombardeo. Las células bombardeadas se dejaron recuperar
durante 48 h antes de suspenderse en 1 ml de medio ESAW. 500 pl de esta suspension se pusieron en placas en un
medio solido que contenia zeocina a 75 pg/ml. Después de dos a cuatro semanas de incubacioén en luz blanca (175
pmol mZs™; fotoperiodo de 12 h) a 20°C, se recogieron colonias resistentes individuales y se sembraron en placas
de agar ESAW frescas suplementadas con zeocina a 75 pg/ml y se inocularon en medio liquido ESAW para analisis
adicionales. La presencia del transgen en Phaeodactylum tricornutum finalmente se validé mediante amplificacion
por PCR usando ADN genémico de colonias resistentes.

Segundo método de transformacion: electroporacion

Los vectores se introdujeron en P. tricornutum por electroporacion con multiples pulsos, siguiendo el método descrito
por Miyahara et al (2013) Biosci. Biotechnol. Biochem, 77: 120936-1-3. Se pueden usar otros métodos de
electroporacién con multiples pulsos.

Tincion con Rojo Nilo de gotas de aceite

La acumulacion de gotitas de aceite se controlé mediante tincion fluorescente con Rojo Nilo (Sigma Aldrich) (longitud
de onda de excitacion a 485 nm, emisién a 525 nm) como se ha descrito previamente (Cooksey KE et al., 1987, J.
Microbiol. Meth. 6:333-345). En resumen, las células se diluyeron y se ajustaron a una densidad celular que se
correlaciond linealmente con la fluorescencia del Rojo Nilo. Se afadié solucion de Rojo Nilo (40 pl de una
concentracion madre de 2,5 pg/ml, en 100% de DMSO) a 160 pl de suspension celular. La fluorescencia especifica
se determiné dividiendo la intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo por el nimero de células. Los cuerpos oleosos
tefiidos con Rojo Nilo se visualizaron utilizando un microscopio Zeiss AxioScope.A1 (filtro FITC; longitud de onda de
excitacion a 488 nm; emision a 519 nm).

Extraccion con triacilglicerol (TAG), separacion mediante cromatografia en capa fina, cuantificacion y analisis. Se
extrajeron triacilglicerol de 200 mg de células de Phaeodactylum tricornutum liofilizadas, de acuerdo con Domergue
F et al., 2003, Plant Physiol 131: 1648-1660, para evitar la degradacién de los lipidos. Brevemente, las células se
congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente después de la cosecha. El sedimento celular liofilizado se
resuspendid en 4 ml de etanol hirviendo durante 5 minutos seguido de la adicion de 2 ml de metanol y 8 ml de
cloroformo a temperatura ambiente. La mezcla se saturd luego con argén y se agité durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de la filtracion a través de lana de vidrio, los restos celulares se enjuagaron con 3 ml de
cloroformo/metanol 2:1, v/v. Para iniciar la formacién de la bifase, se afiadieron entonces 5 ml de NaCl al 1% al
filtrado. La fase cloroférmica se secé en atmdsfera de argon antes de volver a solubilizar el extracto lipidico en
cloroformo puro. Para aislar TAG, los lipidos se corrieron en placas de cromatografia en capa fina de gel de silice
(TLC) (Merck) con hexano:dietiléter:acido acético (70:30:1, v/v). Los lipidos se visualizaron luego bajo luz UV
después de la pulverizacion del acido 8-anilino-1-naftalenosulfénico al 2% en metanol. Luego se rasparon de las
placas de TLC para analisis adicionales. Para el perfil de acilo y la cuantificacion de TAG, los acidos grasos se
metilaron utilizando 3 ml de H,SO4 al 2,5% en metanol durante 1 hora a 100°C (incluidas las cantidades estandar de
21:0). La reaccioén se detuvo mediante la adicion de 3 ml de agua y 3 ml de hexano. La fase de hexano se analizé
mediante cromatografia liquida de gas (Perkin Elmer) en una columna BPX70 (SGE). Los acidos grasos metilados
se identificaron mediante la comparacion de sus tiempos de retencion con los de los estandares y se cuantificaron
mediante el método del pico de superficie usando 21:0 para la calibracion. La extraccion y la cuantificacion se
realizaron al menos 3 veces.

2. Resultados
Generacion de Phaeodactylum tricornutum que expresa una construccion antisentido CGI-38.

Solo un gen unico que codifica un homdlogo de CGI-58 (genbank XM_002183547; Phatrdraft 54974) se predijo en el
genoma de P. thicornutum mediante busqueda de similitud convencional de BlastP (Altschul SF et al., 1990, Journal
of Molecular Biology 215: 403-410). Para dirigir el silenciamiento de Phatrdraft 54974, se construyd un vector cuya
expresion estaba bajo el control del promotor H4 (De Riso V et al, 2009, Nucleic Acids Res 37:€96). El vector de
expresion utilizado para silenciar se generd a partir del vector antisentido hla (nombre en la publicacion princeps de
De Riso y colaborador: "h" significa el promotor H4, "I" para "fragmento largo de este promotor" y "a" para antisentido
desarrollado previamente (De Riso V et al, 2009, Nucleic Acids Res 37:€96). Este vector hla se ha modificado para
eliminar el fragmento antisentido que inicialmente contenia correspondiente a un fragmento GUS, e introduce un
fragmento antisentido correspondiente a CGI-58. La region objetivo para el silenciamiento correspondio a la porcion
final de la secuencia Phatrdraft 54974/CGI-58 (Figura 1).
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Después de la transformacién de Phaeodactylum usando una pistola de particulas o electroporacion, las células
transformadas se seleccionaron bajo presion de seleccién de zeocina y se seleccionaron clones putativos
silenciados. La reduccion del gen CGI-58 enddgeno se controldé entonces mediante RT-PCR cuantitativa usando
cebadores correspondientes a una transcripcion de longitud completa.

En ausencia de anticuerpos especificos, no se pudo evaluar el nivel real de CGI-58. Sin embargo, un simple ensayo
basado en células permite el analisis funcional de CGI-58 en el catabolismo de los cuerpos oleosos. Por lo tanto, las
células transformadas se cribaron usando un ensayo de Rojo Nilo, que monitoriza directamente la acumulacion de
aceite dentro de las células en medio rico en nitrégeno (+N) o sin nitrégeno (-N) (Figura 3). Se observa una mayor
cantidad de tincion de Rojo Nilo en comparacion con los niveles de tipo silvestre (Figura 3). De manera muy notable,
el mayor nivel de aceite que se acumula en las lineas de expresion antisentido de CGI-58, tal como en la linea 1_10,
se observo en condiciones tanto ricas en nitrégeno como carentes de nitrégeno.

Después de la transformacién de P. tricornutum con la construccién antisentido de CGI-58, las células se cultivaron
durante 5 dias, y luego se subcultivaron nuevamente en un medio que contenia nitrdgeno o que carecia de este
nutriente. Las células se analizaron después de 2 dias de crecimiento en medio ESAW, con o sin nitrdgeno. La
fluorescencia del Rojo Nilo (NR) se midié usando un fluorimetro, y se expresé por 10° células. El vector inicial que
expresa un antisentido GUS (hla) se usé como control vectorial y no mostré diferencias con WT. WT, células de tipo
silvestre no transformadas.

Se comparo el crecimiento de las células transformadas y las no transformadas, monitorizadas en paralelo en medio
ESAW. Como se muestra en la Figura 4A, el crecimiento no muestra retraso y es comparable entre células
transformadas y no transformadas.

Luego se analizo el fenotipo de las células y las gotas de aceite en las células transformadas y no transformadas.
Como se muestra en la Figura 4B, las gotas de aceite aparecen temprano durante el crecimiento, con la formacion
de multiples gotas que parecen converger para formar dos gotas grandes a cada lado del nucleo.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Cepa de algas modificada y método de acumulacioén de triacilglicerol utilizando dicha cepa

<130> B130274 QTA

<150> PCT/US61/856378
<151> 19-07-2013

<160> 3
<170> BiSSAP 1.3

<210>1

<211> 28

<212> ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 1
tcgaattctt gcagggtcgt ctgatgta

<210> 2

<211> 29

<212> ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 2

ctagatctag atggcccgac ttactcact

<210> 3

<211> 4611

<212> ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>

28

29

<223> Secuencia completa del vector que contiene la secuencia antisentido CGI-58

<400> 3

Ctaaattgta agcgttaata ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt aaatcagctc

atttittaac caataggccg
gatagggttg agtgttgttc
caacgtcaaa gggcgaaaaa
ctaatcaagt tttttggggt
cccccgattt agagettgac
agcgaaagga ‘gcgggegeta
cacacccgec gegettaatg

aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccy
gdggaaagcc
gggcgetgge

cgccgetaca

aatcccttat aaatcaaaag
caagagtcca ctattaaaga
gggcgatggc ccactacgtg
taaagcacta aatcggaacc
ggcgaacgtyg gcgagaaaqg
aagtgtagcyg gtcacgctgce
gggcgcgtce cattcgecat

aatagaccga
acgtggactc
aaccatcace
ctaaagggag
aagggaagaa
gcotaaccac

tcaggctycy

120
180
240
300
360
420
480



Caactgttygg
gggatgtgct
taaaacgacyg
aatctcacge
gtaacgacgg
tcctcéggta
tttgcctecy
tacaagagaa
ggagcgtgcg
ttgaaagtat
tttggtttct
tctgcaccgg
ccaggaaacc
caaccgacaa
tgaccagtgce
ccgaccgget
acgacgtgac
ccrgggtgtg
cgaacttccg
gggagtroge
actgaccgac
agatggcccg
cgtttagctt
gcaccgtaca
tcctttgeaa
aaggtgacgg
atcgecggta
aacatgcgca
atcagacgac
ggacaagaag
catccttget
ttttcattag
ttcaggtacc

ggrtcatagct

gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgagce
accaggcget
atctcacgca
gccggagegyg
gtggatttac
gagttcttga
gttgccgatc
ggcgcaggta
acgacaatct
caggccacca
tacggeetgt
tcgtcttact
cgttceggtg
cgggttctcc
cctgttcatc
ggtgcgegge
ggacgcetec
cctygegegac
gcecgaccaac
acttactcac
ctgctgctty
aaaagcctac
aaataccagg
cgcttcgata
arcgacgacg
gcacgtctec
cctgcaagaa
cttcagaagc
ctcatggtge
ttgcagtcac
cagcttttgt

gtttectgtg

€agtgcggge
taagrtgggt
gcgegtaata
ggaagggcaa
gagcgacggt
acttgceggge
gggcggtttyg
aatttgrgag
gcaccggtac
tggtgtgtoa
ctgtagacaa
gacatcgttt
gaaccaccga
cacagtcaat
ctcaccgege
cgggacttcg
agcgeggtcec
ctggacgagce
gggeccggeca
ccggeegygca
accgeeggre
ttgatataca
ctggacctgce
cgaaggaacc
cgtcaagata
gaggtattcc
tacgtattcc
gggagtttgc
ttctgagceta
gtgctatcga
acgaacagtt
tccgetttgy
tccctttagt

tgaaattgtt
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ctcttegeta
aacgccaggy
cgactcacta
cttgcggatg
tccagggega
agcecttyggtg
cttggttcgg
grtaaagtgt
gttctgtaga
taagtagcag
gtactagaaa
caacgtaata
gacggagcac
accgaaaaca
gcgacgtcege
tggaggacga
aggaccaggt
tgtacgcega
tgaccgagat
actgcgtgea
cgacgcggcec
tcaactcggg
aatccaccat
ttcaaatggg
cgattaatgc
gataccgcga
tgaatcatcc
cgeccgaaca
cctecgacttt
actcaaccag
gggagtctct
tttcacagtc
gagggttaat

atccgctcac

ttacgceage
ttttcccagt
tagggcgaat
agaaggtccg
taacggtggg
gcaagctgct
gccattttga
gtggertceeg
aatgaacaca
ccgegecgag
ccecgtttgaa
ttctacgtaa
tcacaattcg
aacaacagcc
€ggagecggtc
cttecgecggt
ggtgccgoac
gtggtcggag
cggcgageag
ctrcgtggcc
cgacgggtcc
gtgcatcttg
ttgaatccat
gaatcecgatg
agtactctcc
cacgctecctt
gctcgetacg
ggtagttgaa
ggctgggaca
ggacqtgcgg
atccttectet
aggaataaca
tgcgegettg

aattccacac

tggcgaaagg
cacgacgttg
tggagctegce
tggacttctg
gcttettgac
tgcgcggege
cggtrtrttt
ccgtagtcaa
gtgtgttgaa
acaaacaaac
cgagcataaa
ccattttatc
ctctcggcaa
atggccaagt
gagttctgga
gtggtccggg
aacaccctgg
gtcgtgteca
€Cgtgggygc
gaggagcagg
gaggcctict
attcattgac
ccaatcttga
caaggerggc
ggatgcgggc
ctcatcatca
actagtgggt
tgttecgtac
ctttcagtga
cacaaatggg
aaaaatttaa
ctagctcgtce
gcgtaatcat

aacatacgag

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
108C
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



ccggaageat
cgttgecgctc
tcggccaacg
ctgactcgct
taatacgott
agcaaaagac
cccctgacga
tataaagata
tgcégcttac
gctcacgcetg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgectca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cceccatgtt
agrtggecgce
tgccatcegt
agtgtatgceg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg

attattgaag
agaaaaataa

aaagtgtaaa
actgeceget
cgcggygaga
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegrtt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggtegct
atftggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tegtteatce
accatectgge
atcagcaata
cgcctecatce
tagtttgcgce
tatggctrtca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg

catttatcag
acaaataggg

gcctggggty
ttccagtegg
ggcggtitgc
grtcggcectge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccectggaa
LCCQCCTLTC
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgecactgqg
acagagttct
tgcgetctge
caaaccaccqg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctecyg
gcggttagcet
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettygec
ctcatcattg
tccagttcega
agcgtttctg

acacggaaat

ggttatrgtc

gttccgcgea
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cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcy
ggcgagcggt
acgcaggaaa
Cgrtgerygc
caagtcagag
gctccctegt
tccetteggg
aggtcgttcg
ccttatcegg
cagcagecac
tgaagtgotg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactceecge
caatgatacce
ccggaagggc
attgttgccg
ccattgetac
gttcccaacy
cctteggtec
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact

tcatgagcgg
catttccecceg

gagctaactc
gtgccagetg
ctettecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gegetctect
aagcgtggey
ctccaagctyg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggtttrrtt
trtgatctte
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgrgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgategtt
gcataattct
aaccaagrca
acgggataat
ttcggggega
tcgtgeaccc
aacaggaagg
catactcttc

atacatattt
aaaagtgcca

acattaattg
cattaatgaa
tcectecgetea
tcaaaggegg
gcaaaaggcc
aggerecgec
ccgacaggac
gttccgacce
ctrtctcata
ggétgtgtgc
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aadagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtygtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgcecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat

gaatgtattt
C

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560
4611
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REIVINDICACIONES

1. Cepa modificada de una especie perteneciente al reino Chromalveolata, en la que se modificé la actividad de la
proteina CGI-58 para permitir la acumulacion de aceite en la cepa, ventajosamente una acumulacion de
triacilglicerol, en el que la cepa es una cepa genéticamente modificada en la que la expresion del gen CGI-58 se
silencia o atenua.

2. Cepa modificada o genéticamente modificada segun la reivindicacion 1, que es una cepa de diatomeas.

3. Cepa modificada o modificada genéticamente segun la reivindicacion 2, en la que la diatomea es una diatomea
pennada.

4. Cepa modificada o genéticamente modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 2 6 3, en la que la
diatomea es del género Phaeodactylum.

5. Cepa modificada o genéticamente modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que la
diatomea es Phaeodactylum tricornutum.

6. Cepa modificada o modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que
acumula o contiene al menos 1,5 veces el contenido de triacilglicerol de la cepa de tipo silvestre correspondiente.

7. Organismo o cepa modificado o modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 6, que acumula o
contiene al menos 4 veces el contenido de triacilglicerol de la cepa de tipo silvestre correspondiente.

8. Método de preparacion de una cepa genéticamente modificada del reino Chromalveolata como se describe en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende la transformacion de dicha cepa del reino Chromalveolata
con un vector que expresa la construccion de ARNi disefiada para dirigir la expresion del gen de CGI-58.

9. Método segun la reivindicacion 8, en el que el vector se introduce en la cepa mediante bombardeo de particulas o
electroporacion.

10. Método para aumentar la acumulacion de triacilglicerol en una cepa perteneciente al reino Chromalveolata, que
comprende la etapa de atenuar o silenciar la expresion del gen de CGI-58 en dicho organismo.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que la cepa se cultiva en un medio enriquecido en nitrégeno.
12. Método segun la reivindicacion 10, en el que la cepa se cultiva en un medio empobrecido en nitrégeno.

13. Uso de una cepa modificada o genéticamente modificada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7 para la produccion de triacilglicerol(es).

14. Método para la produccion de triacilglicerol(es) que comprende las etapas de cultivar una cepa modificada
genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en un medio de cultivo, recoger los
organismos genéticamente modificados y recuperar el(los) triacilglicerol(es).
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Promotor H4 zeocina terminador AS CGI-58

B.
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTA
ACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGT
GTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAA
AACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGA
GGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAA
GCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGLGLTGE
CAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGS
GCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTT
CGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAG
GGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATA
GGGCGAATTGGAGCTCGCAATCTCACGCACCAGGCGCTGGAAGGGCAACTTGCGGATGAGAAG
GTCCGTGGACTTCTGGTAACGACGGATCTCACGCAGAGCGACGGTTCCAGGGCGATAACGGTG
GGGCTTCTTGACTCCTCCGGTAGCCGGAGCGGACTTGCGGGCAGCCTTGGTGGCAAGCTGCTT
GCGCGGCGCTTTGCCTCCGGTGGATTTACGGGCGGTTTGCTTGGTTCGGGCCATTITTGACGGTT
TTTTTTACAAGAGAAGAGTTCTTGAAATTTGTCGAGGTTAAAGTGTGTGGCTTCCGCCGTAGTCAAG
GAGCGTGCGGTTGCCGATCGCACCGGTACGTTCTGTAGAAATGAACACAGTGTGTTGAATTGAAA
GTATGGCGCAGGTATGGTGTGTGATAAGTAGCAGCCGCGCCGAGACAAACAAACTTTGGTTTCTA
CGACAATCTCTGTAGACAAGTACTAGAAACCCGTTTGAACGAGCATAAATCTGCACCGGCAGGCC
ACCAGACATCGTTTCAACGTAATATTCTACGTAACCATTTTATCCCAGGAAACCTACGGCCTGTGA
ACCACCGAGACGGAGCACTCACAATTCGCTCTCGGCAACAACCGACAATCGTCTTACTCACAGTC
AATACCGAAAACAAACAACAGCCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGLCGLG
CGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGA
GGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCA
GGTGGTGCCGGACAACACCCTGGLCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCG
AGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCG
GCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGLCGGCAACTGCGTGCACTTE
GTGGCCGAGGAGCAGGACTGACCGACGCCGACCAACACCGCCGGTCCGACGCGGCCCgACGE
GTCCgAGGCCTTCTAGATGGCCCGACTTACTCACTTGATATACATCAACTCGGGGTGCATCTTGA
TTCATTGACCGTTTAGCTTCTgCTGCTTGCTGGACCTGCAATCCACCATTTGAATCCATCCAATCTT
GAGCACCGTACAAAAAGCCTACCGAAGGAACCTTCAAATGGGGAATCCGATGCAAGGCTGGCTC
CTTTGCAAAAATACCAGGCGTCAAGATACGATTAATGCAGTACTCTCCGGATGCGGGCAAGGTGA
CGGCGCTTCGATAGAGGTATTCCGATACCGCGACACGCTCCTTCTCATCATCAATCGCCGGTAAT
CGACGACGTACGTATTCCTGAATCATCCGCTCGCTACGACTAGTGGGTAACATGCGCAGCACGT
CTCCGGGAGTTTGCCGCCCGAACAgaTAGTTGAATGTTCCGTACATCAGACGACCCTGCAAGAAT
TCtgagCTACCTCGACTTTGGCTGGGACACTTTCAGTGAGGACAACGAAGCTTCAGAAGCGTGCTAT
CGAACTCAACCAGGGACGTGCGGCACAAATGGGCATCCTTGCTCTCATGGTGCACGAACAGTTG
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GGAGTCTCTATCCTTCCTTAAAAATTTAATTTTCATTAGTTGCAGTCACTCCGCTTTGGTTTCACAG
TCAGGAATAACACTAGCTCGTCTTCAggtaccCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGC
GCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACA
ACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA
ATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAAT
CGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGA
CTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACG
GTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC
AGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATC
ACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTT
TCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCC
GCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
GTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGLTGCGC
CTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAG
CCACTGGTAACAGGATTAGCACGAGCCAGGTATGTAGGCCGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTG
GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCT
TCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTT
GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAA
CTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTT
CATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGC
CCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCA
GCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATT
AATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCAT
TGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTITGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAAC
GATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCG
ATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT
CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCT
TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAG
GGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTITCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGT
TATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGC
ACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

FIGURA 1
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1800 pb
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FIGURA 2
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2 ejemplos de Pt que expresan CGI-58 antisentido (1_1y 1_10)
muestran un mayor contenido oleoso (Rojo Nilo) que el tipo

silvestre (WT) en medio rico en nitrégeno y sin nitrégeno

14

[
N(+) N(-)
o =
E‘ 150 3 -
o S o —-—
o o N P
100 == —
T £
3 J c |
4 50 i o lag
g . S
O ! 2 e
gs 00— ] z
S o o
37 1 )
@ 164 ey o
o 1 ®
h , ! g
< 100 ——— 8
g i g
s 50 . e o
g !
8 o n ey S
g wWr i
5 11 110 = 110 wr
3
i
FIGURA 3
E Crecimiento (numero de células/ml)
=] " -
1]
E] —
8
o — S
-g L
g
g SE—
=
=z
Py — i
L] " Ll & E.] wa {ti] L] e IR b
3 Acumulacion de aceite (Rojo Nilo)
2 9 o 101 . !
53w
8.5 1o dee
g ‘°‘_ wx ..}. = wwr
o2 tom iy " = wro
g % iagy Pem——————m— El £ ==
23 - ——— e — —
R = Ead
E N b :k “ 1E ]
Tiempo (horas)
FIGURA 4




	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos


